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Clostridium difficile toxin A causes pseudomembranous colitis. The pathogenesis of toxin A-induced co-
lonic inflammation includes toxin A-dependent epithelial cell apoptosis, resulting in the loss of barrier 
function provided by epithelial cells against luminal pathogens. Toxin A-dependent epithelial cell 
apoptosis has been linked to toxin A-induced production of reaction oxygen species and subsequent 
p38MAPK activation; p21

CIP1/WAF1
 upregulation-dependent cell cycle arrest; cytoskeletal disaggregation; 

and/or the induction of Fas ligand on epithelial cells. However, the molecular mechanisms underlying 
toxin A-induced apoptosis remain poorly understood. This study tested whether toxin A could block 
the Wnt signaling pathway, which is involved in gut epithelial cell proliferation, differentiation and 
antiapoptotic progression. Toxin A treatment of nontransformed human colonocytes (NCM460) rapidly 
reduced β-catenin protein, an essential component of the Wnt signaling pathway. Exposure of mouse 
ileum to toxin A also significantly reduced β-catenin protein levels. MG132 inhibition of protea-
some-dependent protein degradation resulted in the recovery of toxin A-mediated reduction of β-cat-
enin, indicating that toxin A may activate intracellular processes, such as GSK3β, to promote degrada-
tion of β-catenin. Immunoblot analysis showed that toxin A increased active phosphorylation of GSK3
β. Because the Wnt signaling pathway is essential for gut epithelial cell proliferation and anti-apop-
totic processes, our results suggest that toxin A-mediated inhibition of the Wnt signaling pathway 
may be required for maximal toxin A-induced apoptosis of gut epithelial cells.
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서   론

Clostridium difficile (C. difficile) 세균이 분비하는 톡신A는 

위막성대장염(Pseudomembranous colitis)의 주요 원인물질

로 알려져 있다[5, 6, 15, 20]. 톡신A는 소화관 점막 상피세포에 

반응하여 세포자살을 야기한다[18, 19]. 점막 상피세포의 급격

한 세포자살은 장벽기능 감소로 이어져 결국 소화관 내강 속 

물질이 체내로 대거 유입되게 하고 이로 인해 급성 장염이 

유발되는 것으로 알려져 있다[18, 19]. 톡신A에 의한 세포자살 

촉진 경로는 활성산소 증가와 p38MAPK의 활성화가 연관되

어 있음이 보고되었다[19]. 톡신A에 의한 세포골격계 파괴과

정 역시 세포자살에 영향을 미친다고 알려져 있다[5, 6, 10-12, 

16]. 톡신A는 미세섬유와 미세소관 형성을 억제함으로써 세포

원형화를 야기하며 이 과정에서 세포자살이 촉진된다고도 보

고되었다[10-13]. 반대로 상피세포의 성장 촉진이 세포자살을 

감소시켜 장염을 낮춰준다는 연구 결과도 있다[9, 14, 27]. 예를 

들어, 곤충 유래 항균펩타이드인 CopA3 경우, 대장상피세포

의 성장을 촉진시켜 C. difficile 톡신A가 야기하는 자살을 억제

하며 이를 통해 대장 염증을 유의하게 감소시킨다[17]. EGF에 

의한 상피세포 성장 촉진과정이 상피세포 세포자살을 감소시

켜 장염을 억제한다고도 알려져 있다[27]. 이상의 결과들은 소

화관 상피세포의 자살과정을 적절히 제어하는 것이 톡신A가 

야기하는 장염을 효과적으로 완화시킬 수 있는 주요 전략이 

될 수 있음을 보여준다.

Wnt 신호경로는 발생뿐만 아니라[1] 세포의 성장과 분화

[28] 그리고 암세포의 발생[26]에 이르기까지 다양한 세포활성

에 중요하게 작용하는 것으로 알려져 있다. 특히 Wnt 신호경

로는 소화기관 형성 과정에서 핵심적인 신호로 알려져 있으며 

점막 상피세포의 성장과 분화에도 매우 중요하다[28]. 예를 들

어 Wnt 신호경로를 파괴하면 소화관 상피세포를 생산하는 줄

기세포가 급격하게 줄어들어 소화관의 기능 이상이 나타난다

[3]. Wnt 신호전달은 세포 속 주요 매개 분자인 β-catenin을 

통해 매개된다[1, 3, 28]. Wnt 자극이 없는 세포에서 β-catenin

이 GSK3β에 의해 인산화된 후 ubiquitination/proteasome 경

로를 통해서 분해된다[1, 3, 28]. 그러나 Wnt 자극이 나타나면 

GSK3β의 활성이 억제되어 β-catenin의 인산화 및 분해 과정

이 차단되고 핵 속으로 들어가 특정 유전자의 전사를 개시한
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다. 특히 상피세포 속에서 Wnt 신호경로는 성장과 분화에 관

련된 주요 유전자들을 조절하는 것으로 알려져 있다[3, 28].

본 연구에서 연구자 등은 대장상피세포의 성장과 분화에 

중요한 Wnt 신호경로가 C. difficile 톡신A에 의해 영향을 받는

지 확인해보고자 하였다. 이를 위해 비암화-인간대장세포주인

(nontransformed human colonic epithelial cells) NCM460세

포[18, 19, 21]와 생쥐의 회장에 톡신A를 처치한 뒤 Wnt 신호 

변화를 추적하였다. 그 결과 톡신A가 강하게 Wnt 신호경로를 

차단함을 확인하였다. 이상의 결과는 톡신A가 야기하는 극단

적인 소화관 상피세포의 자살과정이 Wnt 신호경로 차단과 밀

접하게 연관되어 있음을 보여준다.

재료 및 방법

시약

β-catenin 항체, phospho-GSK3β(Thr-390) 항체 등은 cell 

signaling biotechnology 사(MA, USA)에서 구입하여 사용하

였다. β-actin 항체는 Santa Cruz 사(CA, USA)에서 구입하여 

사용하였다. MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazole-2-yl]-2,5-diphenyl- 

tetrazolium bromide) dye, MG132 등은 Sigma Aldrich 사(St. 

Louis, Mo, USA)에서 구입하여 사용하였다.

C. difficile 톡신A 분리

톡신A는 C. difficile 세균(VPI10463, American Type Culture 

Collection, Rockville, MD)으로부터 분리 정제하여 사용하였

다(REF). 분리한 톡신A의 순도는 전기영동을 수행하여 307 

kDa 크기의 단일 단백질이 검출되는지를 확인하여 최종 검증

하였다[18, 19, 21].

세포배양

비암화-인간대장상피세포주인 NCM460는 ATCC 사(VA, 

USA)에서 분양 받았다. NCM460세포 배양을 위해 10% FBS 

(fetal bovine serum, Invitrogen, USA)와 1% penicillin-strep-

tomycin (Gibco, Gland Island, NY)을 포함하는 M3D 배지

(INCELL Corporation, San Antonio, TX)를 이용하였고 37℃, 

5% CO2 배양기에서 유지하였다[18, 19, 21].

Immunoblot analysis

약물을 처치한 세포는 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40)를 넣고 

초음파를 이용 파쇄하였다. 단백질 분리를 위해서 Sodium do-

decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 

PAGE)를 시행하였다. 단백질들은 nitrocellulose membrane

으로 다시 transfer하고 5% skim milk 속에서 1차 항체를 12시

간 반응하였다. 그 후 2차 항체를 상온에서 2시간 동안 추가 

반응하고 LumiGlo reagent(New England Biolabs 사, MA, 

USA)를 이용하여 발색을 유도한 다음 chemiluminescence 

image analyzer (Fusion FX; Vilber Lourmat, Germany)를 이

용하여 시각화하였다[24].

톡신을 이용한 생쥐 장염 모델

본 연구는 대진대학교 동물실험위원회(Animal Care and 

Use Committee of Daejin University)의 방침 및 범규에 따라 

진행되었다(승인번호: 2013-03). 6주령 생쥐를 마취하고 복부

를 절개하여 회장을 노출시킨 다음 수술실을 이용 회장 일부

를 묶어 3 cm 회장주머니를 확립하였다. 인슐린 주사기를 이

용 각 회장주머니에 톡신A (3 nM)를 주입하고 4시간 동안 마

취를 유지하여 급성 장염을 유발시켰다. Proteasome 의존 단

백질 분해과정을 차단하기 위해 MG132를 톡신A와 함께 주입

하였다. 점막 상피세포 추출액은 슬라이드글라스를 이용 회장 

점막을 긁어 모아서 확보하였다[18, 19, 21].

Statistical analysis

모든 실험은 3회 반복으로 실행하여 결과의 유의성을 검정

하였다[18, 19, 21].

결과 및 고찰 

인간 대장상피세포에서 C. difficile 톡신A는 β-catenin 

단백질 분해를 촉진시킴

많은 연구에서 C. difficile 톡신A는 활성산소를 증가시키거

나 세포골격계를 변형시켜 세포자살을 유도한다고 알려져 있

다[10-13, 25]. 톡신A는 세포자살 촉진 인자인 FasL (Fas li-

gand)를 증가시켜 세포자살을 유도하기도 한다[21]. p21 증가

와 그로 인한 세포주기 차단이 톡신A에 의한 세포자살의 주요 

경로라고 보고되기도 하였다[18]. 하지만 톡신A가 유발하는 

세포자살 경로는 아직 명확하게 밝혀져 있지 못한 실정이다. 

따라서 본 연구에서 연구자 등은 대장상피세포의 성장과 분화

에 중요하다고 알려져 온 Wnt 신호경로[3]에 대한 톡신A의 

영향을 확인해 보고자 하였다. 이를 위해 비암화-인간대장상

피세포(NCM460)에 톡신A를 처치한 뒤 Wnt 신호경로의 핵심 

단백질인 β-catenin 단백질의 양적 변화를 immunoblot analy-

sis를 통해서 확인하였다. Fig. 1A에서처럼, 톡신A는 대장상피

세포 속 β-catenin 단백질을 유의하게 감소시켰다. 톡신A 자극 

후 β-catenin 단백질 감소는 1시간 이내에서 확인되었으며 3시

간까지 그 감소가 유지되었다. 하지만 톡신A 처치 6시간 이후

부터 β-catenin의 단백질 양이 점차 회복되어 9시간 이후에는 

기저 양으로 완전 회복됨을 확인하였다. 다음으로 톡신A에 

의한 β-catenin 감소가 단백질 분해과정 촉진으로 초래된 결과

인지 확인해보았다. Wnt 신호경로의 핵심단백질인 β-catenin

의 기능 조절이 proteasome을 통한 단백질 분해과정에 의존적

이라고 알려져 있기 때문이다[2]. 이를 위해 NCM460 세포에 



1018 생명과학회지 2018, Vol. 28. No. 9

A

B

Fig. 1. C. difficile toxin A induces degradation of β-catenin pro-

tein in human colonocytes. A. NCM460 cells (nontrans-

formed human colonocytes) were incubated with toxin 

A (3 nM) for the indicated times. Cell lysates were sub-

jected to 10% polyacrylamide gel electrophoresis, and 

blots were probed with antibodies against β-catenin and 

b-actin. The presented results are representative of three 

independent experiments. B. NCM460 cells were in-

cubated with DMSO (solvent control), toxin A (Tx, 3 

nM), or toxin A plus MG132 (0.1 μM in DMSO) for 3 

hr. The level of β-catenin in colonic epithelial cells was 

measured by immunoblot analysis. The presented results 

are representative of three independent experiments.

Fig. 2. C. difficile toxin A activates colonocyte GSK3β promoting 

β-catenin degradation. NCM460 cells were incubated 

with toxin A (Tx, 3 nM) for the indicated times. Cell 

lysates were subjected to 10% polyacrylamide gel electro-

phoresis, and blots were probed with antibodies against 

phospho-GSK3β (Thr390) and b-actin. The presented re-

sults are representative of three independent experiments.

톡신A와 proteasome 억제제인 MG132를[8] 처치한 후 β-cat-

enin 변화를 확인하였다. Fig. 1B에서처럼, 톡신A에 의한 β- 

catenin 감소가 MG132 처치에 의해 유의하게 회복됨을 확인

하였다. 이는 톡신A가 proteasome 경로를 통해 β-catenin 단

백질의 분해 과정을 촉진시켰음을 보여준다.

C. difficile 톡신A에 의한 GSK3β의 활성화    

Wnt 자극이 없는 세포 속에서 기본적으로 활성화되어 있는 

GSK3β (glycogen synthase kinase-3β)는 β-catenin을 지속적

으로 인산화시켜 단백질 분해과정을 촉진시키며 이를 통해 

β-catenin을 최소량으로 유지한다고 알려져 있다[2, 3]. 이를 

바탕으로 연구자 등은 β-catenin 단백질 양을 감소시키는 C. 

difficile 톡신A 효과가 GSK3β의 활성 변화와 연관되어 있는지

를 확인하였다. 이를 위해, 인간 대장상피세포에 톡신A를 처

치하고 GSK3β 활성형 인산화(Thr390) [4] 변화를 확인하였다. 

Fig. 2에서처럼, 톡신A 처치는 GSK3β의 활성형 인산화를

(Thr390) [4] 시간-의존적으로 증가시켰다. 이는 인간 대장상

피세포에서 C. difficile 톡신A가 GSK3β 효소 활성 증대를 통해 

β-catenin 단백질의 분해 과정을 촉진시켰음을 보여준다. 

GSK3β 효소의 활성화에 영향을 미치는 주요 인자로 활성산소

가 알려져 있다[29]. 톡신A 자극 후 나타나는 세포생물학적 

독성이 표적세포 속에서 빠르게 생성되는 활성산소에 기인한

다는 결과들을 고려해 볼 때, 톡신A에 의한 활성산소 발생이 

GSK3β 효소 활성화에 주요하게 작용했을 가능성이 높다고 

추정된다.

톡신A에 의한 β-catenin 감소현상은 다양한 생리학적 의미

를 부여한다. 그 이유는 β-catenin 신호분자가 Wnt 신호의 중

요 매개분자이기도 하지만 상피세포의 부착과정(세포-세포, 

세포-기질)에서 핵심 조절자로 작용하기 때문이다[22, 30]. 세

포-기질 부착과정에서 β-catenin은 세포 속 미세섬유가 세포

막 인테그린 단백질과 구조적으로 연결되는 부위에서 부착단

백질로 작용한다[22]. 또한 세포-세포 부착과정에는 E-캐드해

린 단백질과 결합하여 세포의 구조적 안정성을 제공한다[30]. 

따라서 톡신A가 야기하는 극단적인 세포원형화(cell round-

ing)가 세포부착 변화(세포-세포 결합감소, 세포-기질 결합감

소)에 기인될 수 있다는 가능성을 감안할 때, 톡신A에 의한 

β-catenin 단백질 감소 현상으로 설명이 가능할 수 있다. 지금

까지 톡신A에 의한 세포원형화는 주로 미세섬유와 미세소관 

형성 저해로 설명되어 왔다[10-13]. 톡신A에 의한 미세섬유 

형성 저해는 Rho, Rac, cdc42 활성감소에 기인한다고 알려져 

있다[11, 12]. 그리고 톡신A에 의한 미세소관 형성 저해는 히스

톤탈아세틸화효소-6(HDAC-6)의 활성 증가와 튜블린 단백질

의 탈아세틸화로 기인한다고 보고되었다[25]. 하지만 본 연구 

결과를 통해서 톡신A에 의한 β-catenin 단백질 감소가 톡신A

가 야기하는 세포원형화의 하나의 주요 과정일 수 있음이 확

인되었다. 톡신A에 의한 세포원형화와 β-catenin 단백질 감소

가 동일 시간에 나타나는 점을 감안하면, 두 과정이 서로 밀접

하게 연관되어 있음을 시사한다.  

C. difficile 톡신A는 생쥐 회장 상피세포 속 Wnt 신호경

로를 억제함

인간 대장상피세포에서 톡신A가 GSK3β 효소 활성 증대를 

통해 β-catenin을 빠르게 분해시킨다는 사실을 바탕으로(Fig. 

1), 생쥐 소화관 상피세포에 대한 톡신A의 영향을 재확인해보

았다. 6주령 수컷 생쥐를 마취하고 수술실을 이용 회장주머니

를 형성한 다음 톡신A를 4시간 동안 주입하여 급성 장염을 

유도하였다. 장염 유도 후 회장 점막 상피세포 속 β-catenin 

단백질의 양변화를 immunoblot analysis를 통해 확인하였다. 
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Fig. 3. C. difficile toxin A inhibits the Wnt signaling pathway 

in mouse gut epithelial cells. B6 mice were anesthetized, 

and ileal loops were prepared and injected with PBS 

(con), or toxin A (Tx, 3 nM). After 4 hr, epithelial cells 

were collected from the ileal loops by scraping with 

glass slides, and the level of β-catenin in ileal epithelial 

cells was measured by immunoblot analysis. The pre-

sented results are representative of three independent 

experiments (n=8 per group).

Fig. 4. MG132 restores β-catenin protein production in mouse 

gut epithelial cells reduced by treatment with toxin A. 

Ileal loops were prepared and injected with DMSO 

(solvent control), toxin A (Tx, 3 nM), or toxin A plus 

MG132 (0.1 μM) for 4 hr. Epithelial cell extracts of the 

ileal loops were subjected to 10% polyacrylamide gel 

electrophoresis, and the blots was probed with anti-

bodies against β-catenin and b-actin. The presented re-

sults are representative of three independent experi-

ments (n=8 per group).

앞서 결과에서처럼(Fig. 1), 톡신A 주입은 생쥐의 회장 상피세

포 속 β-catenin 양을 현저하게 감소시켰다. 배양중인 인간 대

장상피세포주뿐만 아니라 생쥐 회장 점막 상피세포와도 동일

하게 톡신A가 Wnt 신호를 차단할 수 있음이 확인되었다.

생쥐 회장 상피세포에서 톡신A에 의한 β-catenin 분해과

정이 MG132 처치로 억제됨    

톡신A가 생쥐 회장 점막상피세포 속 β-catenin 단백질 양을 

감소시킨다는 결과를 바탕으로 연구자 등은 MG132에 의한 

proteasome 억제가 톡신A 자극으로 감소하는 β-catenin을 회

복시키는지 확인해 보고자 하였다. 이를 위해 생쥐의 회장주

머니에 톡신A와 MG132를 함께 주입하고 4시간 후 β-catenin 

변화를 평가하였다. Fig. 4에서처럼, MG132 처치는 톡신A에 

의한 β-catenin 단백질 감소를 유의하게 회복시켰다. 이 결과

는 인간대장상피세포의 결과에서처럼, 톡신A가 생쥐의 회장 

점막상피세포에서도 동일한 경로를 통해 Wnt 신호경로를 차

단함을 보여준다. 즉, 생쥐 회장 점막 상피세포에서도 톡신A

에 의한 GSK3β 활성화가 β-catenin 단백질 분해과정 촉진을 

유도했음을 시사한다.

Wnt 신호경로가 소화관 상피세포의 성장과 분화 그리고 

세포자살 조절에 있어서 중요 인자라는 점을 감안해 볼 때[2, 

3], 톡신A에 의한 Wnt 신호경로 억제가 톡신A가 야기하는 

장 상피세포 자살과정과 밀접하게 연관되어 있음을 추정할 

수 있다. 실제로 Wnt 신호가 억제될 경우, 점막 상피세포 성장

이 억제됨은 물론 점막 구조 파괴와 장염이 야기된다고 알려

져 있다[7]. 반대로, 소장 상피세포에 대해서 Wnt 신호경로를 

활성화시키면 세균 감염-유발 장내 염증반응이 유의하게 낮아

진다고 알려져 있다[23]. 또한 MG132 처치가 IL-10 결핍 생쥐

에서 발생하는 장염을 유의하게 개선시킨다는 보고도 있다[8].
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초록：대장상피세포 속 Wnt 신호 경로에 대한 C. difficile 톡신A의 영향

윤이나․김  호*

(대진대학교 과학기술대학 생명화학부 생명과학전공)

C. difficile 톡신A에 의한 대장상피세포 자살과정은 위막성대장염(Pseudomembranous colitis)의 주요 원인으로 

고려되고 있다. 톡신A는 활성산소 를 증가시켜 세포자살 신호를 유도한다. 또한 톡신A는 미세섬유나 미세소관과 

같은 세포골격계 형성을 저해함으로써 자살을 유도한다고 알려져 있다. 하지만 톡신A가 야기하는 소화기 상피세

포 자살경로는 아직 불분명하다. 본 연구에서는 소화관 상피세포의 성장과 분화 그리고 기능에 중요하다고 알려

져 온 Wnt 신호경로에 대한 톡신A의 영향을 확인해보았다. 이를 위해 비암화-인간대장세포주(NCM460)에 톡신A

를 처치하고 Wnt 신호 분자들의 변화를 추적하였다. 또한 톡신A를 주입한 생쥐의 회장 상피세포 속 Wnt 신호경

로 변화도 평가하였다. 인간 대장상피세포에서 톡신A는 Wnt 경로의 핵심 신호분자인 β-catenin 단백질의 양을 

빠르게 감소시켰다. 이 현상은 생쥐 회장 상피세포에서도 동일하게 확인되었다. 연구자 등은 톡신A가 GSK3β 활

성형 인산화(Thr390)를 증가시킴도 확인하였다. 이는 톡신A가 GSK3β의 활성을 높여서 β-catenin의 인산화시키고 

이를 통해 단백질 분해 과정이 촉진되었음을 보여준다. 이 결과들을 종합하면, 톡신A에 의한 소화관 상피세포 

자살과정이 상피세포의 성장과 자살을 조절하는 Wnt 신호경로 차단과 밀접하게 연관되어 있음을 보여준다.


